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Сезонная динамика количества и функциональной активности макрофагов и пигментных клеток в 
печени бесхвостых амфибий. Акуленко Н. М. — В статье рассматривается сезонная динамика 
макрофагов и пигментных клеток в печени лягушки озерной. Делается вывод, что их числен- 
ность в течение года изменяется. Изменение количества пигментных клеток более выражено, 
максимум - в июне (в 11 раз больше, чем зимой и осенью); именение количества макрофагов 
в течение активного периода менее выражено, осенью и зимой их численность снижается в 3 
раза. Функциональная активность макрофагов осенью и зимой снижается незначительно. Де- 
лается вывод, что снижение численности макрофагов и пигментных клеток во время оцепене- 
ния происходит благодаря уменьшению количества молодых дифференцирующихся клеток. 
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Введение 


В условиях умеренного климата кроветворение пойкилотермных позвоночных неравномерно в 
течение года. Оно активизируется весной, летом его активность несколько уменьшается, и наконец 
в период оцепенения (осень, зима и часть весны) кроветворение почти не происходит. В это время 
незрелые эритроидные клетки крайне редки на мазках и отпечатках; слой миелоидной ткани на 
внутренней поверхности костномозговой полости становится тонким, доля базофильных миелоци- 
тов снижается. Митозы в кроветворных органах (костный мозг, печень, селезенка) не обнаружива- 
ются (Хамидов, 1978). Механизмы, обеспечивающие сезонное угнетение кроветворения у амфибий, 
практически не изучены (Горышина, Чага 1990). 

В регуляции кроветворения у млекопитающих участвует строма кроветворных органов. Стро- 
мальные элементы млекопитающих — стабильная популяция и регуляция интенсивности кроветво- 
рения происходит за счет изменения их активности и функционального состояния (Старостин, Ми- 
чурина, 1977). Но у млекопитающих не бывает продолжительных периодов почти полного угнетения 
кроветворения. Показано, что у немногих млекопитающих, впадающих в зимнее оцепенение, тело 
во время спячки периодически разогревается, и во время “разогрева” все обменные процессы, 
включая кроветворение, активизируются (Алексеева, Юнкер, 1979). У амфибий роль стромальных 
элементов в регуляции гемопоэза, в частности при его угнетении или активизации, не изучалась. 

Макрофаги, исходя из их функциональных свойств, относятся к стромальным элементам, соз- 
дающим кроветворное микроокружение, но по происхождению, в отличие от ретикулярных клеток, 
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они принадлежат к интенсивно обновляющейся популяции со свободно мигрирующими клетками- 
предшественниками (Старостин, Мичурина, 1977), поэтому их численность способна изменяться 
быстро. В печени лягушки озерной многочисленные макрофаги обеспечивают фагоцитоз клеток 
крови и экзогенных частиц. Эта вторая функция играет едва ли не ключевую роль в защтных реак- 
циях организма, которые тоже изменяются в зависимости от температуры тела (Купер, 1980). Что 
касается происхождения и функции пигментных клеток, то в предыдущих работах (Акуленко, 1994, 
1996) нами показано, что они представляют собой самостоятельную линию дифференцировки, не 
способны к фагоцитозу и находятся в постоянном функциональном взаимодействии с макрофагами, 
которые заняты реутилизацией пигментов из пигментных клеток. Все эти процессы — фагоцитоз, 
образование запасов пигментов и их последующая реутилизация — имеют значение в обеспечении 
гемопоэза и процессов неспецифической (т. е. осуществляемой макрофагами без участия лимфоци- 
тов) защиты. Целью нашей работы было изучение численности и функционального состояния мак- 
рофагов и пигментных клеток в течение года. 


Материал и методы 


В исследовании было использовано 35 половозрелых самцов лягушки озер- 
ной (Капа ғійірипӣа) (длина тела 8—10 см, вес 45—60 г), которых отлавливали в 
окр. г. Киева. Материал забирали через несколько часов после отлова. Интерва- 
лы между заборами животных составляли от двух недель (весной) до месяца (во 
время зимнего оцепенения). Даты отлова приведены в таблице 1. 

Печень для гистологического исследования фиксировали по Буэну и окра- 
шивали гематоксилином—эозином, паноптическим методом, по Малори. Отпе- 
чатки печени окрашивали по Паппенгейму. На гистологических срезах опреде- 
ляли в процентах от общей площади среза удельную площадь, занятую мелано- 
макрофагальными скоплениями и пигментными клетками. Для этого у каждого 
животного на гистологических срезах в 35 полях зрения (ув. 200) с помощью 
окулярной сетки подсчитывалось количество квадратов, занятых меланомакро- 
фагальными центрами и непосредственно пигментными отложениями (соответ- 
ственно А и В). Затем определялись их доли (%) от общей площади среза по 
формулам: 


Ах100% е Вх100% 
35хп 35хп 


где п — общее количество квадратов окулярной сетки (п=16). 

На отпечатках печени каждого животного описывалось по 50 клеток с при- 
знаками макрофагов или пигментных клеток; отмечались следующие парамет- 
ры: размеры, форма и структура ядра, наличие вакуолей и включений, характер 
включений, содержание пигмента в баллах (подробнее см. Акуленко, 1994). По 
результатам описаний ряда признаков каждой клетки для каждого животного 
вычислялся ряд показателей. Среднее содержание пигмента на одну клетку оп- 
ределялось полуколичественным методом по Соколовскому (Кононский, 1976), 
подсчитывался процент молодых пигментных клеток (т. е. клеток с небольшим 
количеством пигмента и рыхлым ядром) и молодых макрофагов (макрофагов с 


Таблица 1. Деление животных на группы в зависимости от времени отлова 


ТаЬ]е 1. Сгоирѕ оѓ ће апипа[5 Ферепатр оп сарбге де 


Группа Даты отлова Всего животных | Физиологическое состояние 


1 март — начало апреля 27.03, 8.04, 15.04 6 окончание зимовки 

2 конец апреля — май 22.04, 29.04, 6.05, 20.05 8 размножение 

3 июнь 3.06, 24.06 4 время наибольшей активности 
4 июль — август 17.07, 5.08, 26.08 6 подготовка к зимовке 

5 осень 23.09, 21.10, 25.11 5 время оцепенения 

6 зима 25.12, 22.01, 19.02 6 то же 
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рыхлым ядром и без фагоцитарных включений). Для каждого животного опре- 
делялось отношение количества пигментных клеток к количеству макрофагов, 
процент макрофагов с фагоцитарными включениями, в том числе отдельно — с 
фагоцитированным пигментом и с остатками фагоцитированных эритроцитов. 
Для пигментных клеток подсчитывалось количество клеток с признаками де- 
пигментации, т. е. со “старыми” (вдавленными и перфорированными) ядрами и 
с низким содержанием пигмента (подробнее о дифференцировке и старении 
пигментных клеток см. Акуленко, 1994). 

Непосредственно подсчитать количество пигментных клеток на срезах не 
всегда удается из-за наличия большого количества пигмента, маскирующего яд- 
ра и границы клеток. Поэтому количество пигментных клеток в пределах одной 
измерительной сетки мы вычисляли, разделив площадь, занятую пигментными 
клетками, на определенную нами среднюю площадь пигментной клетки на сре- 
зе (32,4+5,97мкм?). Затем рассчитывали среднее количество пигментных клеток 
в пределах одной окулярной сетки для каждой группы. Разделив это значение 
на минимальную величину, характерную для осени и зимы, мы получили коэф- 
фициент У, характеризующий колебание численности пигментных клеток в пе- 
чени в течение года. Далее, разделив среднее количество пигментных клеток в 
пределах одной окулярной сетки на отношение пигментные клетки/макрофаги, 
которое мы определяли по результатам подсчетов на мазках, мы получили сред- 
нее количество макрофагов в пределах одной окулярной сетки. Снова разделив 
полученные значения на минимальное, характерное для осени, мы получили 
коэффициент К, определяющий колебание численности макрофагов в течение 
года. Затем мы применили полученные коэффициенты, чтобы вывести ряд по- 
казателей. Так, умножив долю макрофагов с включениями на В, мы получили 
показатель, характеризующий изменение интенсивности фагоцитоза в печени; 
подобным же образом мы определили изменение интенсивности фагоцитоза 
эритроцитов и пигмента. Эти показатели учитывают как процент макрофагов с 
соответетвующими включениями, так и изменение численности макрофагов в 
печени в зависимости от сезона. Подобным образом, умножив долю пигмент- 
ных клеток с признаками дегрануляции на У, мы получили изменение интен- 
сивности дегрануляции пигментных клеток в печени; аналогичным способом 
был получен показатель “общее количество молодых пигментных клеток” (доля 
молодых пигментных клеток умножалась на У), “общее количество молодых 
макрофагов” (доля молодых макрофагов умножалась на В). Для каждой из 6 
групп подсчитывалась численность отдельных фракций макрофагов и пигмент- 
ных клеток. Кроме того, определялось среднее значение площади, занятой ме- 
ланомакрофагальными скоплениями и, отдельно, пигментными клетками для 
холодного (осень, зима, март-начало апреля) и теплого (конец апреля—август) 
времени года. 


Результаты и обсуждение 


Полученные нами данные показали высокую лабильность макрофагов и 
пигментных клеток в печени в течение года. Эта лабильность выражается в из- 
менении размеров и количества меланомакрофагальных скоплений, структуру и 
клеточный состав которых мы описали в предыдущих работах (Акуленко, 1996, 
1997). Динамика изменения удельной площади, занимаемой меланомакрофа- 
гальными скоплениями на срезах печени, показана в таблице 2. В течение осени 
и зимы эта площадь резко уменьшается (рис. 1). Несмотря на значительный 
размах индивидуальных вариаций, различие между теплым (2, 3, 4 группы) и 
холодным (1, 5, 6 группы) сезоном достоверно (3,98+0,98% и 0,63+0,10%, 
р<0,05 для площади меланомакрофагальных скоплений и 2,21+0,39% и 
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Таблица 2. Некоторые показатели сезонной динамики пигментных клеток 


ТаБіе 2. Ѕоте іпіісеѕ оѓ ће рртепЕ сеї зеазопа| дупапис 


март-начало | конец апре- июль 
Показатели 5 и осе зима 
апреля ля—май август 


юнь НЬ 
занят, - 

Удельная площадь, ая на сре 0,70 1,90 3,87 0,91 0,34 0,34 

зах пигментными клетками (%) 

Удельная площадь, занятая на 


срезах меланомакрофагальными 0,74 3,13 8,16 1,01 0,53 0,41 
скоплениями (%) 

Среднее количество пигментных 35 85 192 45 17 17 
клеток в поле | окулярной сетки 5 ” у х у } 
$, общее количество пигментных 2.04 56 114 27 10 10 
клеток в печени (у. е.) , ) ь 7 Ч 2 
Содержание пигмента на 1 клетку 2.88 2.56 226 231 2.96 295 
(баллы) Е ' ? " А Е 
Доля молодых среди пигментных 12.55 148 12.5 64 13 29 
клеток печени (% от общего числа) " } у ! А Ў 
Количество молодых пигментных 19,69 67,75 109,6 13,29 1 223 
клеток в печени (у. е.) 

Клетки с признаками дегрануляции 31 7 | 170 210 38 76 
(% от общего числа) ь ' ь " Е з 
объем дегрануляции в печени (у. е.) 1,66 10,46 53,4 35,37 1 2 
Отношение макрофаги с пигмент- 

ными включениями: пигментные 1,24 0,65 0,32 1,07 1,19 1,84 
клетки 


0,52+0,07%, р<0,001 для площади, занятой непосредственно пигментными клет- 
ками). 

Соответственно, в течение года количество как макрофагов, так и пигмент- 
ных клеток существенно изменяется (табл. 2, 3). В теплое время года их значи- 
тельно больше, чем в холодное. Однако динамика изменения численности этих 
двух популяций отличается. Количество пигментных клеток, стабильно низкое 
осенью И зимой, увеличивается весной, дает пик в июне и снова снижается к 
осени (изменения коэффициента У). Параллельно с увеличением количества 
пигментных клеток падает содержание пигмента на одну клетку (табл. 2), что 
отражает преобладание молодых форм над “старыми” клетками с максималь- 
ным содержанием пигмента. Количество макрофагов на протяжении весны и 
лета изменяется меньше и остается стабильно высоким, а на время осенне- 
зимнего оцепенения падает втрое (изменения коэффициента К). В среднем 
макрофагов значительно больше, чем пигментных клеток, но у отдельных жи- 
вотных их соотношение сильно варьирует (показатель пигментные клет- 
ки/макрофаги изменяется от 0,042 до 9,09). Если судить по количеству включе- 
ний, функциональная активность макрофагов во время зимнего оцепенения 
снижается незначительно. Соответствующие данные приведены в таблице 1 в 
графе “доля макрофагов с включениями”. Чтобы судить об изменении интен- 
сивности фагоцитоза в печени в течение года, надо учитывать изменение чис- 
ленности макрофагов в зависимости от сезона, т. е. коэффициент К. Из соот- 
ветствующей графы видно, что интенсивность фагоцитоза зимой и осенью сни- 
жается почти исключительно за счет резкого уменьшения численности макро- 
фагов. 

Фагоцитоз эритроцитов максимален в конце лета, очевидно в это время 
старые и дефектные эритроциты активно убираются из кровотока. После этого, 
осенью, фагоцитоз эритроцитов минимален. По нашим наблюдениям, в августе 
на отпечатках печени обнаруживается довольно много незрелых эритроидных 
клеток; очевидно, одновременное разрушение дефектных эритроцитов обеспе- 
чивает эритропоэз с точки зрения реутилизации железа. Весной, после спячки, 
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Рис. 1. Одиночные пигментные клетки в печени лягушки озерной, забитой в январе (а) и меланомак- 
рофагальные скопления в печени лягушки озерной, забитой в июне (6). Микрофото. Окраска гематок- 
силином Майера-эозином. УВ. 200. 


Вр. 1. Тһе Іопе рвтеги се] іл Ше іуег о 1ће Капа міаіБипаа, 1һаї маѕ КіШеа іп {ће јапџагу (а) апа (ће 
тпејапотасгорћаре авегераноп іп 1һе Пуег оЁ ће Капа маипаа, Па! \аѕ КШед іп (Һе јипе (6). Мисговгарв. 
НаетаохПуп @ еоѕіп. Х200. 


эритропоэз тоже резко активизируется (Хамидов и др., 1978), но усиленного 
фагоцитоза эритроцитов не происходит, потому что, по нашим наблюдениям, 
значительное количество эритроцитов разрушается в кровотоке, что видно по 
наличию “теней”, то есть ядер разрушенных эритроцитов. Можно предполо- 
жить, что ядра и вышедший из клеток в сыворотку гемоглобин улавливаются 
макрофагами (гемоглобин, возможно, — и пигментными клетками), когда кровь 
профильтровывается через меланомакрофагальные скопления. На срезах видно, 
что весной и в конце лета у многих животных меланомакрофагальные скопле- 
ния “выпячиваются” в расширенные просветы синусоидов и приобретают рых- 
лую структуру за счет большого количества коллагеновых волокон и расширен- 
ных межклеточных пространств (рис. 2). 

Интенсивность фагоцитоза пигмента макрофагами максимальна в начале 
весны, а осенью минимальна. Таким образом, сезонные различия в количестве 
пигментных клеток зависят не от скорости их реутилизации, а от интенсивности 
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Рис. 2. Печень лягушки озерной, забитой в апреле. Видны расширенные синусоиды, внутри которых 
лежат меланомакрофагальные скопления. Микрофото. Окраска гематоксилином Майера-эозином (а), 
по Маллори (6). Ув. 200. 


Вр. 2. Шуег оѓ 1ће Капа п@фипаа, {һа маѕ Кеа іп {һе арг]. Тһеге аге ѕееп епіагвреа ѕіпиѕоіаѕ міїһ 
тејапотасгорћаре арргева(іопѕ ут. Місгоргарһ. НаетаюхПуп @ еоѕіп (а), Маогу дуіпр (6). Х200. 


пополнения их популяции. Из таблицы 2 видно, что весной и в начале лета рез- 
ко увеличивается доля молодых пигментных клеток в популяции, и еще значи- 
тельнее (более, чем в 100 раз по сравнению с осенью) увеличивается их общая 
численность. На 1 пигментную клетку приходится только 0,32 макрофага с пиг- 
ментными вкдючениями. Поэтому задействован другой механизм гибели и ре- 
утилизации пигментных клеток, а именно: происходит активная дегрануляция 
старых клеток (табл. 2). Мы ранее описали это явление, как один из обычных 
способов старения и гибели пигментных клеток (Акуленко, 1994). Из настоящих 
данных видно, что дегрануляция обычна в течение лета, в период активного ме- 
таболизма, а осенью и зимой наблюдается очень редко. 

Обновление популяции макрофагов, как видно из таблицы 3, носит более 
постоянный и равномерный характер. Общее количество молодых макрофагов в 
печени нарастает с марта по август, резко падает осенью, а зимой, как и следо- 
вало ожидать, оказывается минимальным. Эти наблюдения полностью соответ- 
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ствуют данным Е. Н. Горышиной (1980), показавшей с помощью радиоавтогра- 
фии, что зимой эритроидные и миелоидные клетки Капа (етрогата (в том числе 
и макрофагальной линии) не участвуют в синтезе ДНК и не делятся. 

Осенью и зимой значительно увеличивается фракция макрофагов с ком- 
пактными ядрами, промежуточная между молодыми клетками с рыхлыми ядра- 
ми и старыми, у которых ядра вдавленные или перфорированные (Акуленко, 
1994). Однако осенью эта фракция увеличивается на фоне снижения численно- 
сти старых клеток, а зимой, напротив, уменьшена фракция молодых. Таким об- 
разом, можно констатировать, что в холодное время года скорость “старения” 
макрофагов замедляется, но при достаточно высокой функциональной активно- 
сти в течение осени и зимы популяция макрофагов все же заметно “стареет” и к 
весне нуждается в обновлении. 

На осенние и зимние месяцы приходятся минимальные значения практиче- 
ски всех показателей, которые относятся к обновлению популяций пигментных 
клеток и макрофагов, к скорости реутилизации пигмента и к функциональной 
активности макрофагов, однако изменение численности этих клеточных попу- 
ляций, судя по нашим данным, выражено значительнее, чем изменение функ- 
циональной активности входящих в их состав клеток. 

Интересные и во многом парадоксальные данные получили итальянские 
исследователи (Согѕаго еѓ а1., 1990) на местной популяции Капа еѕсиіепіа. Коли- 
чество пигмента в печени возрастало при понижении температуры (зимой) и 
уменьшалось летом. При этом у выловленных зимой лягушек при содержании в 
тепле количество пигмента в печени, напротив, повышалось. Авторы объясняют 
этот результат влиянием голодания, которое, по их мнению, вызывает увеличе- 
ние пигментных отложений. Нам это заключение кажется сомнительным. От- 
ложения пигмента не являются накоплением балластных веществ, а активно 
участвуют в метаболизме и постоянно пополняются. Однако количество пиг- 
ментных клеток в печени зависит от двух процессов: интенсивности дифферен- 
цировки пигментных клеток и интенсивности их реутилизации. При температу- 
рах, близких к 0°С, клеточные дифференцировки тормозятся, однако на южной 
границе “ареала, где животные не впадают в глубокую спячку, скорость диффе- 
ренцировки зимой может снижаться меньше, чем скорость реутилизации пиг- 
мента. 

Полученные нами данные подтверждают предварительный вывод о том, что 


Таблица 3. Некоторые показатели функциональной активности макрофагов в зависимости от сезона 


Табе 3. боте іпйісеѕ оѓ ће тасгорћареѕ асНуу Ферепдшя оп ѕеаѕоп 


март—начало конец иЮЛЬ- 
Показатели М осень | зима 
апреля апреля—май август 


Среднее количество макрофагов в 10,0 12,0 10,48 8.76 3,6 32 
поле 1 окулярной сетки 

К (изменение количества макрофагов 3,10 3,75 3,25 2,70 1,13 1.0 
в печени, у. е.) 


Доля макрофагов с включениями (% 58,68 


58,54 59,73 66,6 52,22 46,77 
от общего числа макрофагов) 
Изменение интенсивности фагоцитоза 3,92 4,66 4,18 3,87 1,26 1,00 
в печени (у. е.) 
Изменение интенсивности фагоцитоза 7,79 6,94 6,92 11,15 1,0 1,23 
эритроцитов в печени (у. е.) 
Отношение „-Фагевитоз, пигмента: е о 63,96 62,43 40,88 48,66 61,08 
общий фагоцитоз 
Изменение интенсивности фагоцитоза 1,54 1,34 1,31 1,13 1,0 1,19 
пигмента в печени (у. е.) 
Молодые макрофаги (% от общего 18,4 16,0 16,6 19,1 17,6 57 
числа) 
Общее количество молодых макро- 7,71 8,11 7,30 6,96 2,69 1 


фагов в печени (у. е.) 


Моноциты (% от обшего числа) 11,2 9,6 13,6 9,0 10,7 5,1 
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пигментные клетки являются особой формой запасающих клеток, функциони- 
рующих в тесном взаимодействии с макрофагами (Акуленко, 1994). Помимо на- 
копления и реутилизации ферритина, они запасают меланин, который, в част- 
ности, может реутилизироваться макрофагами в ходе синтеза пероксидазы (Го- 
рышина, Чага, 1990). Учитывая, что защитные реакции, опосредованные лим- 
фоцитами, являются температурнозависимыми и при низких температурах тела 
осуществляться не могут (Купер, 1980), макрофаги, по-видимому, имеют перво- 
степенное значение во время зимней спячки, когда температура тела животного 
близка к 0°С. Очевидно, в это время из-за замедления собственного синтеза 
макрофаги особенно нуждаются во внешнем источнике пероксидазы и исполь- 
зуют меланин из пигментных клеток. 

Таким образом, полученные нами данные показывают, что меланомакро- 
фагальные скопления являются лабильными образованиями, которые летом за- 
нимают значительную часть объема печени, а осенью и зимой резко уменьша- 
ются или даже исчезают. Соответственно изменяется численность входящих в 
их состав пигментных клеток и макрофагов. Осенне-зимнее уменьшение чис- 
ленности пигментных клеток и макрофагов происходит за счет снижения ин- 
тенсивности их репродукции, что видно по уменьшению количества молодых 
форм. В течение всего периода оцепенения животного макрофаги сохраняют 
функциональную активность, а пигментные клетки продолжают взаимодейство- 
вать с макрофагами, по-видимому поставляя им меланин и гемосидерин. 
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ЗАМЕТКА 


Новый для фауны Украины Вид стафилинид (Соеорега, Ѕіарһуііпібае) из Закарпатья [А Мем 
Ѕресіеѕ оГ Зарвушидае (Соеорега) от Тгапзсагра@ ап]. — Олпгло/еѕ/еѕ паго 4! (Ерре|<пейт, 1884) 
фи в, «Закарпатская обл., Тячевский р-н, окр. с. Усть-Черной, берег р. Тересвы, пастбище, ко- 
ровий помет, 17.07.1983 (Петренко)2»; 4 с, «Рахов, управление заповедника, грибы-трутовики 
на пнях ивы, 24.06.1990, (Петренко)». Ранее вид был известен из ФРГ, Швейцарии, Австрии, 
Болгарии, Румынии, Чехии, Словакии и Польши. — А. А. Петренко (Институт зоологии НАН 
Украины, Киев). 


